


















































































6000	 7000	 anni	 fa.	 Inizialmente	 si	 diffuse	 sulle	 coste	 della	 Siria	 e	 della	 Palestina	 e,	
successivamente	 ,	 tra	 il	 IX	e	VIII	 secolo	a.C.,	 in	Grecia	 ,	dove	divenne	uno	dei	 simboli	della	
civiltà	 ellenica	 e	 mediterranea.		
Nel	 periodo	 dell'Impero	 Romano	 la	 coltivazione	 dell'olio	 si	 estese	 enormente	 in	 tutto	 il	
bacino	 del	 Mediterraneo,	 trovando	 in	 esso	 l'ambiente	 ideale	 per	 la	 sua	 crescita)	 .		
Alla	caduta	dell'impero	anche	l'ovicoltura	ebbe	un	tracollo	che	si	accentuò	nel	Medioevo,	per	
poi	 avere	 una	 lenta	 ma	 costante	 ripresa	 nel	 Rinascimento	 durante	 il	 quale	 ebbe	 un’	
espansione	 nel	 resto	 del	 mondo	 in	 seguito	 alle	 scoperte	 di	 nuove	 terre	 da	 parte	 dei	
conquistatori	 europei	 .		
L'olivo	oggi	si	trova	non	solo	nelle	zone	mediterranee	,	ma	oliveti	sono	presenti	anche	in	Sud	




Le	 foglie	 sono	 relativamente	 piccole,	 ovali	 e	 lanceolate,	 con	margini	 interi	 di	 colore	 verde	
scuro	nella	parte	superiore	,	verde	argento	nella	parte	inferiore.	
Il	 frutto	 è	 una	 drupa	 piccola,	 ovoidale,	 di	 colore	 nero	 violaceo	 a	maturazione,	 contenente	
notevoli	 quantità	 di	 olio.		











La	 produzione	 dell'olio	 extravergine	 d'oliva	 inizia	 con	 la	 raccolta	 delle	 olive	 da	 olio.	 Essa	
avviene	 quando	 le	 olive	 cambiano	 colore	 (invaiatura	 delle	 olive	 ),	 poichè	 si	 ha	 la	massima	







Nonostante	 sia	 possibile	 conservare	 le	 olive	 per	 breve	 tempo	 in	 un	 ambiente	 freddo	 e	
asciutto,	dopo	la	raccolta	l'ideale	è	portare	subito	le	olive	al	frantoio,	evitando	l'accumulo	in	
 7 
sacchi	 che	 possono	 causare	 danni	 qualitativi	 dovuti	 a	 muffe	 e	 riscaldamento	 .		
La	 temperatura	 di	 conservazione	 si	 aggira	 intorno	 ai	 12	 °C	 ,	 mentre	 quella	 di	 lavorazione	
raggiunge	 temperature	 superiori	 ,	 22-25	 °C	 ,	 che	 consentono	 una	 migliore	 estrazione	
dell'olio.	
In	 seguito	 alla	 pulizia	 delle	 olive,	 avviene	 la	 frantumazione	 e	 la	 gramolazione	 che	 consiste	
nella	 movimentazione	 delle	 olive	 frante	 in	 vasche	 d'acciaio)	 .	 Per	 l'estrazione	 dell'olio	





oleoso”	 (costituito	da	olio	e	 acqua	di	 vegetazione)	 ,	 che	 viene	 raccolto	 in	un	 vassoio	e	poi	
trasferito	 in	 un	 decantatore	 ,	 in	 cui	 l'olio	 viene	 separato	 dall'acqua	 e	 quindi	 trasferito	 nei	








fisici,	 in	 particolari	 condizioni,	 soprattutto	 termiche,che	 non	 causano	 alterazioni	 dell'olio.	




• Olio	 di	 oliva	 vergine,	 composto	 sia	 da	 oli	 d'oliva	 raffinati	 che	 da	 oli	 d'oliva	 vergini.	





• Olio	 d'oliva	 vergine	 lampante	 	 è	 di	 gusto	 imperfetto	 ottenuto	 da	 olive	 vecchie	 o	
difettose	la	cui	acidità	libera	espressa	in	acido	oleico	è	al	massimo	di	3,3g	per	100g.	Il	
nome	 deriva	 dal	 fatto	 che	 una	 volta	 era	 utilizzato	 per	 l'illuminazione	 e	 per	






oleico,	non	può	eccedere	0,5g	per	100g.	 La	 legge	non	 stabilisce	un	quantitativo	minimo	di	
olio	 vergine	 che	 deve	 rientrare	 nella	 miscela	 ed	 esso,	 di	 conseguenza,	 può	 quindi	 essere	
minimo.	
Olio	d'oliva	 è	 ottenuto	da	un	 taglio	di	 olio	di	 oliva	 raffinato	e	di	 oli	 di	 oliva	 vergini	 diversi	


















forma	 isomerica	 1,2-DG,	 mentre	 gli	 1,3-DG	 sono	 presenti	 in	 tracce	 .3	
Per	gli	acidi	grassi	saturi	 ,	a	 lunga	catena	 ,	 la	variabilità	è	compresa	tra	5,7%	e	18,6%	per	 il	
Palmitico	 e	 tra	 0,5%	 e	 4,0%	 per	 lo	 Stearico.		
Nella	 frazione	 monoinsatura	 è	 compreso	 l'acido	 oleico	 ,	 costituente	 principale	 dell'olio	






Nell'olio	 d'oliva	 la	 frazione	 insaponificabile	 riunisce	 oltre	 230	 composti	 fitochimici:	
Idrocarburi,	Steroli,	Fenoli	e	Polifenoli,	Tocoferoli,	Clorofille,	Carotenoidi.4 
 
Questi	 costituenti	 vengono	 divisi	 in	 due	 categorie	 in	 base	 al	 loro	 comportamento	 nella	
reazione	 di	 saponificazione:	 "componenti	minori	 saponificabili"	 e	 "componenti	minori	 non	
saponificabili	“.	Tra	i	componenti	minori	saponificabili,	in	quanto	spesso	legati	ad	acidi	grassi,	
troviamo	i	tocoferoli.	
Tra	 i	 composti	 minori	 non	 saponificabili	 troviamo	 gli	 idrocarburi	 olefinici	 (squalene)	 ed	 i	







Tra	 i	componenti	minori	non	saponificabili,	 troviamo	 le	sostanze	 fenoliche.	Tra	queste,	una	
molecola	 sempre	presente	nella	drupa	è	 l'oleuropeina	 (allo	 stato	di	 glucoside)	 che	 causa	 il	
sapore	 amaro	 delle	 olive.	 Anche	 nell’olio	 i	 derivati	 dell’oleuropeina	 sono	 tra	 i	 principali	
responsabili	delle	sue	peculiari	caratteristiche	gustative	(amaro	e	piccante).	3	
Idrocarburi:	il	più	rappresentativo	è	lo	Squalene,	molecola	che	svolge	il	ruolo	di	precursore	di	
quasi	 tutti	 gli	 altri	 composti	 che	 sono	 identificati	 nella	 frazione	 insaponificabile	 dell'olio	
compresi	gli	steroli.	 
 
Steroli:	 tra	 questi	 il	 prevalente	 è	 il	 B-sitosterolo.	 Nell'olio	 d'oliva	 svolgono	 ruolo	 di	
antiossidanti	naturali	e	inibitori	del	processo	di	irrancidimento.		








Carotenoidi:	 Particolare	 importanza	 viene	 data	 al	 Beta	 carotene	 che,	 come	 precursore	 di	
vitamina	A	,	ha	un	importante	valore	nutrizionale.	4	
Fenoli	e	Polifenoli:	comprendono	alcoli	fenolici	come	tirosolo	e	 idrossitirosolo,	acidi	fenolici	
come	 acido	 vanillico	 e	 caffeico	 ,	 polifenoli	 come	 lignani	 e	 flavonoidi	 e	 secoiridoidi	 quali	
oleuropeina	 aglicone,	 oleaceina,	 oleocantale	 e	 ligstroside	 aglicone.	 Tuttavia	 l'oleuropeina	
non	è	presente	nell'olio	di	oliva.		Il	composto	fenolico	predominante	nell'olio	extravergine	di	
oliva	 è	 l'oleaceina,	 ottenuta	 dall'idrolisi	 dell'oleuropeina	 catalizzata	 dalla	 β-glucosidasi	
endogena	che	catalizza	l’idrolisi	di	oleuropeina,	dimetiloleuropeina	e	ligstroside	attraverso	il	
















La	 distribuzione	 degli	 acidi	 grassi,	 la	 composizione	 dei	 costituenti	 della	 frazione	
insaponificabile	 e	 il	 contenuto	 di	 polifenoli	 sono	 legati	 alla	 cultivar,	 all'ambiente	 di	





L'importanza	 dell'olio	 d'oliva	 per	 la	 sua	 azione	 nei	 confronti	 della	 salute	 e	 dello	 stato	 di	
benessere	 generale	 è	 nota	 da	 sempre7	 per	 cui	 fu	 tradizionalmente	 considerata	 come	 una	
sostanza	 a	metà	 strada	 tra	 l’alimento	ed	 il	medicinale.	 L'olio	d’oliva	 era	 indispensabile	per	
l’igiene	 del	 corpo,	 per	 la	 cosmesi,	 per	 ripulire	 e	 favorire	 la	 guarigione	 delle	 ferite,	 per	 i	






All'olio	 venivano	 riconosciute	 proprietà	 nella	 cura	 delle	 cardiopatie,	 della	 febbre	 e	 come	




infezioni	 ginecologiche	 e	 nelle	 abbazie	 il	 “monacus	 infirmorum”,	 medico	 e	 speziale,	
preparava	anche	una	mistura	a	base	di	olio,	vino	e	bianco	d'uovo,	il	cosiddetto	balsamo	del	
Samaritano,	che	fino	a	non	molto	tempo	fa,	in	alcune	zone,	costituiva	un	rimedio	di	una	certa	
validità	 contro	 le	 scottature	 e	 i	 gonfiori.	 Molte	 di	 queste	 indicazioni	 sono	 state	 quindi	
codificate	nel	IX-XII	secolo	negli	scritti	della	Scuola	Medica	Salernitana,	prima	scuola	medica	
dell’occidente	 e	 autrice	 del	 primo	 testo	 di	 clinica	medica	 italiana.	 Fino	 a	 tutto	 l’ottocento	
l’olio	d’oliva	è	 stato	usato	anche	per	curare	 l’otite	e	come	blando	purgante	e,	 fino	a	pochi	
anni	 fa,	prima	della	disponibilità	della	vitamina	D,	gli	anziani	agricoltori	 lo	 impiegavano	per	
massaggiare	 i	bambini	 rachitici,	per	cospargere	 le	gengive	colpite	da	piorrea,	per	 le	nevriti,	
per	 le	 distorsioni,	 per	 estrarre	 le	 spine	 da	 sotto	 la	 pelle,	 per	 curare	 il	 mal	 di	 pancia,	 per	
ammorbidire	i	duroni	dei	piedi	e,	con	erbe	revulsive,	per	la	caduta	dei	capelli.3	
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Risalgono	 in	 particolare	 agli	 anni	 Cinquanta	 alcuni	 importanti	 studi	 condotti	 tra	 gli	 altri	 da	
Ancel	 Keys,	 che	 dimostrò	 con	 uno	 studio	 comparativo	 (Seven	 Countries	 Study)	 come	nelle	
popolazioni	 del	 bacino	 del	 Mediterraneo,	 che	 si	 cibavano	 in	 prevalenza	 di	 pasta,	 pesce,	
prodotti	 ortofrutticoli	 e	 utilizzavano	 esclusivamente	 olio	 d’oliva	 come	 condimento,	 la	
percentuale	 di	mortalità	 per	 eventi	 cardiovascolari	 era	molto	più	 bassa	 che	nei	 soggetti	 di	
paesi	 dove	 il	 regime	 alimentare	 quotidiano	 includeva	 molti	 grassi	 saturi	 come	 burro	 e	
strutto.7	









secrezione	 della	 bile,	 migliora	 lo	 svuotamento	 biliare	 della	 cistifellea,	 prevenendo	 la	
formazione	di	calcoli,	inoltre	sembrerebbe	in	grado	di	ridurre	l’attività	secretiva	del	pancreas,	
facilitare	 l’assorbimento	 delle	 vitamine	 liposolubili	 e	 del	 calcio	 ed	 esercitare	 un'azione	
lassativa.	Per	 l’azione	associata	con	 i	suoi	cosiddetti	“costituenti	minori”,	riduce	 il	 rischio	di	
alcune	malattie	autoimmuni	e	dei	tumori	del	seno	e	del	colon-retto.	
L’olio	 d’oliva	 interferisce	 positivamente	 sui	 processi	 di	 biosintesi	 e	 sul	 metabolismo	 del	
















dal	 punto	 di	 vista	 nutraceutico.	 Fra	 i	 composti	 idrocarburici	 il	 principale	 componente	 è	 lo	
squalene,	idrocarburo	triterpenico	che	svolge	un’azione	protettiva	sull’ossidazione	legata	alla	
luce	 e	 quindi	 sull’invecchiamento.	 Nell’intestino	 dà	 luogo	 alla	 formazione	 del	 sitosterolo	
praticamente	 puro	 che	 è	 una	 sostanza	 capace	 di	 inibire	 l'assorbimento	 intestinale	 del	
colesterolo.	
	
Altri	 costituenti	 minori	 sono	 i	 precursori	 della	 vitamina	 E,	 i	 tocoferoli	 e	 i	 tocotrienoli	
fondamentali	in	quanto		svolgono	un’azione	antiossidante	
Anche	 i	 precursori	 della	 vitamina	 A,	 i	 carotenoidi,	 presentano	 proprietà	 antiossidanti,	 ed	
infatti	prevengono	la	formazione	di	 idroperossidi,	 impediscono	la	secchezza	delle	mucose	e	
rallentando	l’invecchiamento	della	cute	e	delle	mucose.	
Di	 estrema	 importanza,	 sono	 i	 fenoli,	 quali	 il	 tirosolo,	 i	 polifenoli,	 quali	 l’idrossitirosolo,	
l’oleuropeina	 e	 i	 suoi	 derivati	 di	 idrolisi	 che	 conferiscono	 un	 sapore	 lievemente	 amaro	 e	
piccante.	Questi	 composti	 svolgono	azione	 antiossidante,	 in	 particolare	 sulle	 LDL,	ma	 sono	
anche	vasoprotettori,	antinfiammatori,	anticoagulanti,	antitumorali,	antiallergici3	
I	secoiridoidi	fanno	parte	dei	composti	polifenolici	e	,	tra	questi,	particolare	importanza	viene	
data	 all'oleocantale	 e	 all’oleaceina.	 L’oleocantale	 viene	 identificato	 come	 il	 costituente	





Nonostante	 l'abbondanza	 di	 oleaceina	 e	 le	 differenze	 strutturali	minime	 con	 l’oleocantale,	








uno	studio	eseguito	 su	estratti	delle	 foglie	di	olivo	di	O.	europaea	e	di	O.	 lancea	 sulle	 loro	
proprietà	ipotensive,	quindi	dei	principi	attivi	in	esse	contenuti.	
L'azione	ipotensiva	di	foglie	di	olivo	(Olea	europaea	L.)	è	nota	da	tempo.	
L'estratto	 delle	 foglie	 di	 Olea	 Lancea	 è	 usato	 in	 erboristeria	 come	 rimedio	 (spesso	 in	
combinazione	 con	 altre	 specie	 vegetali)	 la	 costipazione,	 il	 diabete,	 l’infiammazione	




era	 risultata	 essere	 l'	 oleuropeina	 aglicone.	 Hansen	 e	 colleghi,	 successivamente,	 hanno	
dimostrato	 che	 l'oleuropeina	 non	 era	 l'unica	 componente	 presente	 nelle	 foglie	 di	 olivo	 ad	
avere	 proprietà	 ipotensive,	ma	 che	 fosse	 presente	 anche	 una	 componente	 ACE-inibitoria.9	
Come	 è	 noto,	 nel	 trattamento	 dell'ipertensione	 e	 dell'insufficienza	 cardiaca,	 è	 considerata	
una	 strategia	molto	 efficace	 l'inibizione	 dell'enzima	 di	 conversione	 dell'angiotensina	 (ACE).		





NMR	dell’	oleaceina	 isolata	risultarono	essere	 identici	a	quelli	 riportati	da	Scalzo	e	Scarpati	














In	 uno	 studio	 svolto	 da	 Monika	 E.	 Czerwinska	 et	 al.	 ,	 è	 stato	 osservato	 come	 l’oleaceina	
svolga	 un	 ruolo	 nella	 prevenzione	 delle	 malattie	 cardiovascolari	 inibendo	 alcune	 delle	
funzioni	 dei	 neutrofili	 che	 sono	 coinvolti	 nella	 fisiopatologia	 vascolare,	 endoteliale	 e	 nel	
danno	miocardico.13	
	
I	 Neutrofili,	 noti	 anche	 come	 leucociti	 polimorfo	 nucleati	 (PMN),	 sono	 molto	 importanti	
soprattutto	 nelle	 fasi	 iniziali	 dell'infiammazione	 acuta.	 Quando	 circolano,	 i	 neutrofili	 sono	
quiescenti	 ,	 si	 attivano	 su	 richiamo	 di	 una	 serie	 di	 fattori	 quali	 citochine,	 chemiochine,	
istamina	e	altri	mediatori	e	dall'endotelio	vasale	infiammatorio.14	
I	 neutrofili	 sono	 anche	 la	 fonte	 di	endopeptidasi	 neutra	 (NEP)	un	 enzima	metalloproteasi	











dei	 peptidi	 natriuretici	 è	 marcatamente	 aumentata.	 Partendo	 da	 questo	 presupposto,	






Questo	 studio	 costituisce	 un’ulteriore	 prova	 dell’effetto	 protettivo	 verso	 le	 malattie	





valutazione	 dell'attività	 antiossidante	 dell'	 oleaceina	 sia	 sulle	 specie	 reattive	 dell'ossigeno	
(ROS)	che	dell'azoto	(RNS)	.5	
	
I	 radicali	 liberi	 sono	 specie	 chimiche	 costituite	 da	 un	 atomo	 o	 da	 una	 molecola	 che	
presentano	almeno	un	elettrone	spaiato	nell’orbitale	più	esterno.	Tale	elettrone	rende	il		
radicale	 libero	estremamente	 instabile	e	 reattivo	ed	 in	grado	di	 legarsi	ad	altri	 radicali	o	di	
sottrarre	 un	 elettrone	 ad	 altre	 molecole	 vicine	 per	 «pareggiare»	 la	 propria	 carica	
elettromagnetica.	16	
A	seconda	che	si	formino	dall'ossigeno	o	dall'azoto	sono	detti	ROS	(	Reactive	Oxygen	Species)	
o	 	RNS	 (Reactive	Nitrogen	Species).	 I	ROS	sono	 l’	anione	superossido,	 il	 radicale	 idrossile,	 il	
radicale	perossile	e	 il	perossido	di	 idrogeno	mentre	gli	 	RNS	sono	 rappresentati	da	 l'ossido	
nitrico	e	perossinitrito.	
Un	 innalzamento	 dei	 livelli	 dei	 ROS	 si	 può	 verificare	 come	 conseguenza	 di	 alcuni	 processi	
endogeni	 quali	 le	 ossido-riduzione	 metaboliche,	 l'ossidazione	 dei	 grassi	 e	 le	 reazioni	
immunologiche.	Tuttavia,	 anche	agenti	 esogeni	possono	determinane	un	 incremento,	quali	
radiazioni,	raggi	UV,	farmaci	,	eccesso	di	ossigeno,	xenobiotici	e	il	fumo	di	sigaretta.	
Gran	 parte	 dei	 processi	 biologici	 generano	 normalmente	 radicali	 liberi	 che	 possono	 avere	






Lipidi		 Perossidazione	 lipidica	 con	 formazione	 di	
radicali	lipidici	intermedi	e	composti	tossici.		
Danno	alle	membrane	cellulari 
Lipoproteine		 Ossidazione	 della	 componente	 lipidica	
(colesterolo	e	acidi	grassi	insaturi	)	
Ossidazione	della	componente	apoproteica 
Proteine		 Ossidazione	 dei	 gruppi	 –SH	 liberi,	 in	
particolare	negli	enzimi		
Distruzione	dei	coenzimi		
Formazione	 di	 legami	 covalenti	 con	 altre	
molecole 








Per	 raggiungere	 la	 stabilità,	 i	 ROS	 tendono	 a	 sottrarre	 l’elettrone	 mancante	 attaccando	
carboidrati,	 enzimi	 ,	 proteine,	 membrane	 cellulari	 e	 DNA	 danneggiandoli	 e	 spesso	






come	 i	 composti	 endogeni	 facenti	 parte	 di	 meccanismi	 enzimatici	 (superossido	 dismutasi,	















specie	 reattive	 dell'ossigeno	 ,	 come	O2,	 H2O2,	 HOCl.	 Questo	 processo	 è	 noto	 come	 "burst	
ossidativo"	 e	 provoca	 danno	 tissutale.	 In	 questa	 fase	 dello	 studio,	 l'oleaceina	 ha	mostrato	
una	maggiore	attività	rispetto	l'oleuropeina.	
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E'	 interessante	 sottolineare	 come	 entrambi	 i	 secoiridoidi	 abbiano	 mostrato	 un'attività	
inibitoria	nei	confronti	dei	ROS	maggiore	rispetto	alla	Vitamina	C.		
Inoltre,	 è	 stato	 considerata	 per	 la	 prima	 volta	 l'influenza	 dell'oleaceina	 e	 oleuropeina	 sul	





reattive,	 come	 l'HOCl,	 il	 quale	 è	 in	 grado	 di	 avviare	 reazioni	 di	 modifica	 di	 lipidi,	 DNA	 e	
proteine,	tra	cui	alogenazione	e	nitrazione.	E'	stato	osservato	che	l'oleaceina	ha	eliminato	il	
radicale	 HOCl	 (IC50	 =	 1,5	 µM),	 a	 differenza	 dell'oleuropeina	 che	 non	 ha	 mostrato	 alcuna	
attività.5	
Inoltre	sono	stati	eseguiti	studi	sulle	specie	reattive	dell'ossigeno	in	sistemi	non	cellulari	.	Sia	
l'oleuropeina	 che	 l'oleaceina	 hanno	mostrato	 simili	 capacità	 nella	 rimozione	 di	 O2	 e	 H2O2,	
mostrando	una	maggiore	efficacia	per	l'	O2	(IC50	20	µM)	rispetto	al	H2O2		(IC50=	50	µM).		
Tra	i	RNS	,	NO	svolge	un	ruolo	chiave	come	mediatore	dell'infiammazione	e	la	sua	reazione	
con	 O2	 è	 considerata	 come	 la	 principale	 fonte	 biologica	 di	 un	 altro	 radicale	 libero,	 il	
perossinitrito	(ONOO)	.		
Sia	 l'oleaceina	 che	 l'oleuropeina	 hanno	 dimostrato	 di	 rimuovere	 efficacemente	 l’	 NO	 nei	
range	 di	 concentrazione	 5-50	 µM.	 A	 concentrazioni	 di	 1	 µM	 e	 2	 µM	 l'oleuropeina	 ha	










Le	 EPC	 sono	 cellule	 endoteliali,	 presenti	 all’interno	 del	 midollo	 osseo,	 capaci	 di	 circolare,	
proliferare	e	differenziarsi	 in	cellule	endoteliali	mature.	Possono	essere	considerate,	perciò,	
progenitori	delle	cellule	endoteliali	mature.19		
Svolgono	un	 ruolo	 cruciale	 nel	mantenimento	della	 funzione	endoteliale	 dei	 vasi	 sanguigni	
attraverso	 un	 continuo	 processo	 di	 re-endotelializzazione	 dei	 vasi	 danneggiati	 e	
neovascolarizzazione20	 dei	 tessuti	 ischemici	 e	 possiedono	 la	 proprietà	 fondamentale	 di	
costituire	un	nuovo	vaso	sanguigno.21		
Le	 EPC	 arrivano	 all’organo	 interessato,	 attraverso	 un	 meccanismo	 mediato	 da	 citochine,	
chemiochine	 e	 fattori	 di	 crescita,	 che	 comprende	 quattro	 fasi:	 il	 rilascio	 dal	midollo	 osseo	
(reclutamento),	 la	mobilizzazione	nel	circolo	sanguigno,	la	localizzazione	nel	sito	interessato	
(homing)	e	la	differenziazione	in	cellule	endoteliali	mature	22	.	
	L'invecchiamento	delle	 EPC	 è	 causato	 dall'	 attività	 dell’acido	β-galattosidasi,	 dall’inibizione	
dell’attività	 della	 telomerasi,	 e	 dalla	 diminuzione	 della	 proliferazione	 cellulare.	 L’abilità	 di	
riparare	 i	 vasi	 sanguigni	 danneggiati	 è	 fortemente	 ridotta	 nelle	 EPC	 soggette	 ad	
invecchiamento	 Evidenze	 sperimentali	 hanno	 constatato	 che	 l’angiotensina	 II	 accelera	




della	 telomerasi	 e	 una	 diminuzione	 della	 formazione	 intracellulare	 dei	 ROS,	 per	 un	 effetto	
complessivo	di	riduzione	dell'invecchiamento	cellulare.	
 29 
Il	 meccanismo	 protettivo	 dell'oleaceina	 dipende	 non	 soltanto	 dalle	 sue	 note	 proprietà	
antiossidanti	 ma	 coinvolge	 la	 stimolazione	 del	 fattore	 di	 trascrizione	 Nrf2	 che	 determina	
l'aumento	dell'espressione	dell'enzima	emo	ossigenasi	-1	(HO-1).18	









può	 essere	molto	 importante	 per	 il	mantenimento	 dell’omeostasi	 cellulare	 in	 risposta	 allo	
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stress	ossidativo.27	
Inoltre	 l’HO-1	 ha	 anche	 proprietà	 anti-infiammatorie,	 anti-apoptotiche	 e	 riveste	 un	 ruolo	
chiave	nella	biologia	delle	cellule	progenitrici	endoteliali.	
Il	 Nrf2	 è	 responsabile	 dell'induzione	 dell'enzima	 antiossidante	 intracellulare	 e	 inoltre	
protegge	le	cellule	dall'apoptosi.	
E'	 stato	 testato	 l’effetto	 dell’oleaceina	 sulla	 emossigenasi-1	 (HO-1)	 e	 sull'attivazione	 del	
fattore	di	trascrizione	Nrf2	.18	
Nello	 specifico	 è	 stato	 osservato	 che	 i	 livelli	 di	 HO-1	 nelle	 cellule	 progenitrici	 endoteliali	
incubate	 con	 angiotensina	 II	 sono	 risultati	 essere	 inferiori	 rispetto	 a	 quelle	 nelle	 cellule	 di	
controllo	 (non	 trattate	 con	 angiotensina	 II	 ),	 tuttavia,	 la	 presenza	 di	 oleaceina	 ha	
significativamente	 aumentato	 i	 livelli	 di	 questo	 enzima.	 Infatti	 l'espressione	 di	 HO-1	 nelle	
cellule	trattate	con	oleaceina	è	aumentata	del	17,8	,	34,4,	52,5	e	72,1%		rispettivamente	alle	
concentrazioni	 di	 1,	 2,	 	 5	 e	 10	 µM	 rispetto	 alle	 cellule	 trattate	 con	 angiotensina	 II.	 Ciò	
dimostra	 che	 la	 protezione	 delle	 EPC	 contro	 gli	 effetti	 avversi	 delle	 specie	 reattive	
dell'ossigeno	 (ROS)	 possono	 essere	 dovute	 non	 soltanto	 agli	 effetti	 antiossidanti	
dell'oleaceina	ma	anche	agli	effetti	stimolatori	per	l'enzima	HO-1.	
Inoltre	 il	 trattamento	 di	 cellule	 con	 oleaceina	 ha	 incrementato	 i	 livelli	 di	 Nrf2	 in	 modo	
concentrazione-dipendente,	aumentando	 l'attivazione	del	 fattore	di	crescita	di	circa	5	volte	
alla	concentrazione	di	10	µM,	rispetto	alle	cellule	trattate	con	angiotensina	II.18	
L'induzione	 del	 fattore	 di	 trascrizione	 Nrf2	 nelle	 EPC	 da	 parte	 dell'oleaceina	 e	




Questi	 dati	 sono	 stati	 ottenuti	 con	 un	 quantitativo	 di	 oleaceina	 corrispondente	 ad	 un	






attraverso	 le	 vie	metaboliche	 delle	 lipossigenasi	 e	 delle	 ciclossigenasi,	 sono	da	 tempo	noti	
come	protagonisti	chiave	dell'infiammazione,	del	dolore	e	del	cancro.	
In	uno	studio	recente	è	stato	osservato	che	la	5-lipossigenasi,	un	enzima	che	catalizza	le	fasi	














10	 μM,	 deducendo	 che	 la	 presenza	 del	 secondo	 gruppo	 idrossilico	 nell’oleaceina,	
contribuisca	 ad	 aumentare	 l’attività	 antiinfiammatoria,	 mentre	 l’oleuropeina	 mostra	
un’inibizione	 pari	 al	 35%	 a	 10	 μM,	 quindi	 la	 glicosilazione,	 determina	 una	 diminuzione	
marcata	dell’attività	antiinfiammatoria.	
Una	dettagliata	analisi	dose-dipendente	dell’oleaceina	sulla	5-LO	in	vitro	ha	rivelato	una	IC50	















cui	 fu	 tradizionalmente	 considerato	 come	 una	 sostanza	 a	 metà	 strada	 tra	 alimento	 ed	
medicinale.	
Nel	medioevo	e	durante	tutto	il	Rinascimento	l’olio	di	oliva	è	stato	usato	per	curare		infezioni	







Esiste	 una	 vastissima	 letteratura	 scientifica	 sulle	 proprietà	 salutistiche	 dell’olio	 d’oliva,	 che	
sottolinea	come	gli	effetti	benefici	della	Dieta	Mediterranea	siano	attribuibili	al	consumo	di	
questo	olio	di	cui	è	raccomandata	un'assunzione	giornaliera	tra	i	25	e	i	50	mL.	





10%),	 sia	 quelli	 di	 LDL	 (Low	 Density	 Lipoprotein),	 "il	 colesterolo	 cattivo",	 e	 quelli	 	 dei	
trigliceridi	VLDL	(riduzione	del	13%),	senza	diminuire	i	livelli	del	colesterolo	HDL	(High	Density	
Lipoprotein),	il	“colesterolo	buono”.	
Nella	 frazione	 insaponificabile	 si	 può	 distinguere	 la	 frazione	 dei	 composti	 fenolici	 e	
polifenolici	che	è	risultata	fondamentale	per	le	proprietà	salutistiche	dell’olio	extravergine	di	
oliva.	Questa	frazione	comprende:	alcoli	 fenolici,	come	il	 tirosolo	e	 l’idrossitirosolo,	derivati	
secoiridoidi,	lignani	e	flavonoidi.			
Fra	 iderivati	 secoiridoidi	 	 sono	 compresi	 derivati	 dell’idrossitirosolo	 come	 l’oleuropeina	




Questi	 composti	 conferiscono	 un	 sapore	 lievemente	 amaro	 e	 piccante,	 e	 sono	 molto	
importanti	 per	 la	 loro	 azione	 antiossidante,	 vasoprotettiva,	 antinfiammatoria,	
anticoagulante,	 antitumorale	 e	 antiallergica.3	 In	 particolare	 all'oleocantale	 e	 all'oleaceina	
sono	attribuite	importanti	proprietà	biologiche.	
L'oleocantale	 possiede	 proprietà	 antiinfiammatorie	 attraverso	 l’inibizione	 degli	 enzimi	
cicloossigenasi	 (COX)-1/COX-231	 e	 è	 responsabile	 di	 un	 effetto	 protettivo	 contro	
l'Alzheimer32,33	.	Inoltre	è	stato	dimostrato	che	svolge	un	ruolo	importante	nella	prevenzione	
di	 molti	 tipi	 di	 cancro,	 come	 quello	 al	 seno,	 alla	 prostata,	 al	 polmone	 e	 il	 cancro	
gastrointestinale34,	35,	36.	
Solo	negli	ultimi	anni,	 invece,	 l’attenzione	è	stata	rivolta	all’attività	biologica	dell'oleaceina.	
Nello	 specifico	 sono	 stati	 condotti	 studi	 sulla	 sua	 attività	 inibitoria	 verso	 l'enzima	 di	
conversione	dell'angiotensina	(ACE),	che	hanno	evidenziato	come	l'oleaceina	blocchi	in	modo	
irreversibile	questo	enzima9.	
Inoltre	 all'oleaceina	 sono	 state	 riconosciute	 proprietà	 antinfiammatorie,	 attraverso	
l'inibizione	 dell'enzima	 5-lipossigenasi8,	 e	 proprietà	 antiossidanti	 più	 marcate	 rispetto	 alla	
 36 
vitamina	C13.	
Infine	 è	 stato	 riconosciuto	 il	 ruolo	 dell'oleaceina	 nella	 prevenzione	 delle	 malattie	
cardiovascolari,	 attraverso	 la	 sua	 azione	 inibitoria	 nei	 confronti	 dell'enzima	 endopeptidasi	
neutra	 (NEP),	 responsabile	 della	 degradazione	 di	 una	 serie	 di	 piccoli	 peptidi,	 compresi	 i	
peptidi	 natriuretici	 atriale	 (ANP)	 e	 cerebrale	 (BNP),	 coinvolti	 nei	 meccanismi	 del	
rimodellamento	cardiovascolare13.	
In	quest’ottica	il	gruppo	di	ricerca,	presso	il	quale	ho	svolto	il	lavoro	di	questa	tesi	di	laurea,	
all’interno	 di	 un	 progetto	 multidisciplinare,	 si	 occupa,	 da	 alcuni	 anni,	 dello	 studio	 delle	
proprietà	 nutraceutiche	 dell’olio	 d’oliva	 e	 dei	 suoi	 componenti	 fenolici	 e	 polifenolici	 e,	 tra	























Proseguendo	 lo	 studio	 sull’attività	 dei	 derivati	 fenoli	 e	 polifenoli	 contenuti	 nell’olio	
extravergine	d’oliva	la	prima	parte	del	lavoro	sperimentale	di	questa	tesi	è	stata	dedicata	alla	
messa	 a	 punto	 di	 un	metodo	 di	 estrazione	 e	 purificazione	 dell’oleaceina	 dallo	 stesso	 olio	
extravergine	di	oliva,	dalle	foglie	di	olivo	e		dalle	olive.	Il	metodo	utilizzato	è	stato	ottenuto	,	
modificando	 in	 maniera	 opportuna	 la	 metodica	 	 già	 impiegata	 per	 l’ottenimento	
dell’oleocantale	 al	 fine	 di	 ottenere	 campioni	 di	 oleaceina	 di	 purezza	 tale	 da	 poter	 essere	
utilizzati	per	successivi	studi	farmacologici,	analitici	e	di	tecnologia	farmaceutica.			
Inoltre,	 con	 l’obiettivo	 di	 sviluppare	metodiche	 analitiche	 per	 determinare	 il	 contenuto	 di	
polifenoli	 in	 campioni	 di	 olio	 extravergine	 d'oliva,	 la	 seconda	 parte	 di	 questa	 tesi,	 	 è	 stata	
dedicata	alla	messa	a	punto	di	una	metodica	di	cromatografia	liquida	ad	alte	prestazioni		 in	
grado	 di	 evidenziare	 e	 quantificare	 la	 presenza	 di	 tirosolo,	 idrossitirosolo,	 oleocantale	 e	
oleaceina	in	campioni	di	olio	extravergine	di	oliva.	
La	possibilità	di	 avere	a	disposizione	gli	 standard	di	 riferimento	di	 idrossitirosolo	e	 tirosolo	
(commercialmente	disponibili)	e	di	oleocantale	e	oleaceina	da	noi	purificati,	ha	permesso	di	
ottenere	 le	 rette	 di	 taratura	 dei	 singoli	 composti	 che	 sono	 state	 utilizzate	 per	 la		










• Estrazione	 della	 matrice	 oleosa	 con	 n-esano	 e	 acetonitrile	 (ACN)	 in	 rapporto	 4:5,	
centrifugazione	della	miscela	e	separazione	della	fase	acetonitrilica.		
• Purificazione	 per	 flash	 cromatografia	 su	 gel	 di	 silice,	 utilizzando	 inizialmente	 come	
eluente	CH2Cl2	e	successivamente	un	eluente	in	gradiente	di	etere	di	petrolio/AcOEt	.		
• Ulteriore	 purificazione	 mediante	 TLC	 preparativa	 delle	 frazioni	 contenenti	
l’oleocantale	utilizzando	come	eluente	acetato	di	etile/etere	di	petrolio	6:4.		
	
A	 partire	 da	 questo	 metodo,	 è	 stato	 possibile	 mettere	 a	 punto	 una	 metodologia	 per	
l'estrazione	 e	 la	 purificazione	 dell'oleaceina	 dalle	 olive,	 dalle	 foglie	 di	 olivo	 e	 dall'olio	
extravergine	di	oliva.	
Per	 quanto	 riguarda	 la	 fase	 di	 estrazione,	 nel	 caso	 dell'olio	 extravergine	 di	 oliva	 è	 stata	
utilizzata	 la	 stessa	metodologia	 illustrata	 sopra	 per	 l’oleocantale,	 mentre	 per	 le	 olive	 e	 le	
foglie	sono	state	utilizzate	altre	procedure	facendo	riferimento	alla	letteratura.	











(b) Un	 altro	 metodo	 ha	 previsto	 l'estrazione	 con	 n-esano	 e	 ACN	 in	 rapporto	 4:5,	 la	
miscela	 ottenuta	 è	 stata	 centrifugata	 e	 la	 fase	 acetonitrilica	 separata	 ed	 evaporata	
per	ottenere	un	residuo	oleoso.		
	
Abbiamo	 comunque	 deciso	 di	 procedere	 con	 la	metodologia	 (a)	 poichè	 ha	 fornito	 risultati	
migliori	dal	punto	di	vista	quantitativo.	
Una	volta	ottenuto	l’estratto	ci	siamo	focalizzati	sulla	purificazione	dell’oleaceina	(che	è	stata	
individuata	 nell'estratto	 in	 seguito	 ad	 analisi	 mediante	 1H-NMR	 per	 la	 presenza	 dei	 picchi	
caratteristici	dell'oleaceina	a	9,20	ppm	e	9,65	ppm)	.	
In	 un	 primo	 momento	 l'estratto	 ottenuto	 dalle	 olive	 è	 stato	 purificato	 tramite	 flash	
cromatografia	 su	 gel	 di	 silice,	 utilizzando	 come	 miscela	 eluente	 CHCl3/AcOEt	 in	 gradiente	
inizialmente	 in	 rapporto	8.5:1.5,	 successivamente	 in	 rapporto	7:3	ed	 infine	5:5.	Utilizzando	
questo	metodo	non	è	stato	possibile	ottenere	alcuna	frazione	contenente	oleaceina.	
	In	un	secondo	tentativo	 l'estratto	ottenuto	è	stato	purificato	mediante	flash	cromatografia	
su	gel	di	 silice,	utilizzando	come	eluente	un	gradiente	CHCl3/AcOEt	da	 (10:0)	a	 (5.5:4.5).	 In	














Et2O	 come	 riportato	 in	 letteratura41	 in	 rapporto	 1:10,	 la	 sospensione	 così	 ottenuta	 è	 stata	
sottoposta	al	sonicatore,	successivamente	filtrata	ed	il	filtrato	evaporato.	
L’analisi	 1H-NMR	non	ha	mostrato	significative	differenze	tra	gli	estratti	ottenuti	utilizzando	





Non	 avendo	 ottenuto	 campioni	 di	 oleaceina	 sufficientemente	 puliti	 ,	 un	 nuovo	 estratto	 è	
stato	 purificato	mediante	 flash	 cromatografia	 su	 gel	 di	 silice,	 utilizzando	 come	 eluente	 un	
gradiente	CHCl3/AcOEt	da	(10:0)	a	(5.5:4.5)	analogamente	a	come	si	era	fatto	nel	caso	delle	
olive.	 Le	 frazioni	 ottenute	 contenenti	 oleaceina	 sono	 poi	 state	 ulteriormente	 purificate	
mediante	TLC	preparativa	usando	come	eluente	la	miscela	CHCl3/AcOEt	8:2.	
La	presenza	e	 la	purezza	dell'oleaceina	nelle	 frazioni	 raccolte	è	stata	valutata	mediante	1H-









Non	 è	 stato	 possibile	 ottimizzare	 la	 metodica	 di	 purificazione	 dell’oleaceina,	 sia	 nel	 caso	
dell’estrazione	 dalle	 foglie	 che	 dalle	 olive,	 in	 quanto	 il	 periodo	 di	 lavoro	 ha	 coinciso	 con	 il	





Un’altra	 fase	del	mio	 lavoro	di	 tesi,	ha	riguardato	 l’estrazione	e	purificazione	dell’oleaceina	
direttamente	dall’olio	extravergine	d’oliva.	L'estrazione	è	stata	eseguita	con	n-esano	e	ACN	in	




di	 frazioni	 contenente	 oleocantale,	 	 ed	 utilizzando,	 infine,	 soltanto	 AcOEt,	 per	 ottenere	 le	
frazioni	contenente	oleaceina.	
L'utilizzo	 di	 un	 gradiente	 CHCl3/AcOEt,	 a	 differenza	 del	 gradiente	 etere	 di	 petrolio/AcOEt	
utilizzato	 nel	 metodo	 di	 purificazione	 dell'oleocantale	 dall'olio	 extravergine	 d'oliva,	 ha	
permesso	 una	 più	 rapida	 esecuzione,	 assicurando	 comunque	 un’invariata	 efficacia	 nella	
purificazione	 dell'estratto.	 Le	 frazioni	 contenenti	 oleaceina	 e	 oleocantale,	 sono	 stati	
sottoposti	ad	ulteriore	purificazione,	utilizzando	vari	metodi,	allo	scopo	di	ottenere	campioni	
di	oleaceina	e	anche	di	oleocantale	puri.	
Inizialmente	 abbiamo	effettuato,	 dopo	 l’estrazione	 e	 la	 prima	purificazione	mediante	 flash	
cromatografia,	 la	 purificazione	 delle	 frazioni	 di	 oleaceina	 e	 di	 oleocantale	 mediante	 TLC	
preparativa	utilizzando	come	eluente	la	miscela	CHCl3/AcOEt	7:3.	
La	 purezza	 del	 composto	 ottenuto,	 valutata	mediante	 1H-NMR,	 non	 è	 stata	 soddisfacente	
(figura	17),	quindi	su	nuove	frazioni	contenenti	oleaceina	e	oleocantale	ottenute	dalla	prima	












Successivamente,	 sulle	 frazioni	 contenenti	 oleocantale	 e	 oleaceina	 provenienti	 dalla	 prima	
cromatografia	 è	 stata	 effettuata	 una	 seconda	 flash	 cromatografia	 utilizzando	 la	 	 stessa	
miscela	 eluente	 (CHCl3/AcOEt),	 	 ma	 distillando	 i	 solventi,	 	 poichè	 è	 stato	 ritenuto	 che	 le	
impurezze	che	corrispondono	negli	spettri	di		1H-NMR	ai	segnali	a		ppm	più	bassi		potrebbero	





Per	 quanto	 riguarda	 l’oleocantale,	 questa	 seconda	 fase	 di	 purificazione,	 ha	 permesso	 di	








In	 seguito	 ai	 risultati	 ottenuti	 dalla	 seconda	 flash	 cromatografia,	 si	 è	 ritenuto	 opportuno	
utilizzare	la	TLC	preparativa	per	purificare	le	frazioni	contenenti	oleaceina	e	quelle	contenenti	
oleocantale	ottenuti	dalla	prima	flash	cromatografia.		
La	 miscela	 eluente	 utilizzata	 è	 stata	 modificata,	 usando	 AcOEt/n-esano	 6:4,	 distillando	
preventivamente	 i	 solventi.	 Questa,	 a	 differenza	 della	miscela	 CHCl3/AcOEt	 utilizzata	 nelle	
TLC	 preparative	 precedenti,	 ha	 garantito	 un	 risultato	 ottimale	 in	 quanto	 l’n-esano,	 a	
differenza	del	CHCl3	più	polare,	ha	permesso	una	migliore	separazione.		
Quest’ultimo	metodo	ha	consentito	di	ottenere	 l’oleaceina	ed	oleocantale	ad	una	purezza,	






























taratura	 dei	 due	 stessi	 secoiridoidi	 e	 dell'idrossitirosolo	 e	 del	 tirosolo	 (disponibili	 in	




Le	 curve	 di	 taratura	 sono	 state	 ottenute	 utilizzando	 soluzioni	 di	 analita	 (tirosolo,	
idrossitirosolo,	oleocantale,	oleaceina)	con	acido	4-idrossi-fenilacetico,	usato	come	standard	
interno,	a	varie	concentrazioni.	Le	soluzioni	madre	sono	state	preparate	tutte	in	MeOH.	
Le	 rette	 di	 taratura	 sono	 state	 utilizzate	 per	 la	 determinazione	 quantitativa	 del	 tirosolo,	
dell'idrossitirosolo,	dell'oleocantale	e	dell'oleaceina	 in	campioni	di	olio	extravergine	di	oliva	
di	origine	toscano,	ottenuto	dalla	prima	frangitura	(tabella	4)		
L'estratto	 di	 olio	 extravergine	 di	 oliva	 da	 analizzare	 all’HPLC,	 è	 stato	 ottenuto	 trattando	 il	
campione	di	olio		con	cicloesano	e	ACN,	in	rapporto	4:5;	la	miscela	è	stata	centrifugata	e	la	
fase	 acetonitrilica	 separata,	 quindi,	 è	 stata	 addizionata	 di	 una	 soluzione	 di	 acido	 4–
idrossifenilacetico	 (standard	 interno)	 in	 ACN	 (0.2	 mg/ml),	 ed	 infine	 evaporata.	 Prima	 di	
iniettarlo	all’HPLC,	il	residuo	è	stato	opportunamente	diluito	con	una	miscela	MeOH/H2O	1:1. 
 
Campione di olio 
extravergine 
 mg tirosolo 
in 3 g di olio 
mg  idrossitirosolo 
in 3 g di olio  
mg oleaceina          
in 3 g di olio 
 mg oleocantale 
 in 3 g di olio 
Olio toscano 1 0.0120 0.0039 1.181 0.754 











































































I	 tentativo:	 1.16	 g	 di	 estratto	 ottenuto	 dalle	 olive,	 sono	 stati	 purificati	 tramite	 flash	
cromatografia	 su	 colonna	 di	 gel	 di	 silice	 utilizzando	 come	 miscela	 eluente	 CHCl3/AcOEt	








































I	 tentativo:	 1.16	 g	 di	 estratto	 ottenuto	 dalle	 olive,	 sono	 stati	 purificati	 tramite	 flash	
cromatografia	 su	 colonna	 di	 gel	 di	 silice	 utilizzando	 come	 miscela	 eluente	 CHCl3/AcOEt	


































Le	 frazioni	 opportunamente	 raccolte	 ed	 evaporate	 sottovuoto	 sono	 state	 analizzate	
mediante	1HNMR	.	La	frazione	77-112	che	all’analisi	1H-NMR	avevano	mostrato	la	presenza	
dell’oleaceina	 è	 stata	 portata	 a	 secco	 per	 ottenere	 23.2	 mg	 che	 sono	 stati	 sottoposti	 a	
successiva	 purificazione	 tramite	 cromatografia	 su	 TLC	 preparativa	 (20	 x	 20	 cm;	 spessore	 2	
mm)	utilizzando	come	fase	mobile	 la	miscela	CHCl3/AcOEt	6.5:3.5.	La	zona	opportuna	della	
TLC	 è	 stata	 estratta	 dalla	 fase	 stazionaria	 con	AcOEt	mediante	 sonicazione	 per	 15	min.	 La	
soluzione	 è	 stata	 filtrata,	 evaporata	 ottenendo	 3.8	mg	 di	 prodotto.	 Attraverso	 valutazione	
mediante	1H-NMR,	 il	 campione	ha	mostrato	 i	 picchi	 caratteristici	 dell’oleaceina	e	un	 certo	














x	20	 cm;	 spessore	2	mm)	utilizzando	come	 fase	mobile	 la	miscela	CHCl3/AcOEt	8.5:1.5.	 	 La	

















































L'estratto	ottenuto	è	 stato	purificato	 tramite	 flash	 cromatografia	 su	 colonna	di	 gel	di	 silice	






















L’utilizzo	 di	 questa	 miscela	 eluente	 in	 gradiente	 ha	 permesso	 di	 ottenere	 una	 frazione	
contenente	 oleocantale	 ed	 una	 frazione	 contenente	 oleaceina,	 che	 sono	 state	 valutate	
mediante	 1H	 NMR.	 Gli	 spettri	 1H	 NMR	 di	 entrambe	 le	 frazioni	 evidenziavano	 i	 picchi	
caratteristici	dell’oleocantale	(9,23	ppm	e	9,63	ppm)	e	dell’oleaceina	(9,20ppm	e	9,65	ppm),	
rispettivamente,	che	però	non	risultavano	essere	abbastanza	puri	quindi	si	è	reso	necessario	
















Un	 secondo	estratto	di	1.47	g,	ottenuto	da	168	g	di	olio,	 è	 stato	purificato	mediante	 flash	
cromatografia	 su	 gel	 di	 silice,	 utilizzando	 la	 miscela	 in	 gradiente	 di	 CHCl3/AcOEt	 come	
mostrato	in	Tabella	8.	
Le	 frazioni	 che	 in	 TLC	 avevano	mostrato	 la	 presenza	 dell’oleaceina	 (106-132	 e	 133-187)	 e	
dell'oleocantale	(69-105)	sono	state	evaporate	ed	analizzate	mediante	1H-NMR.		
La	 frazione	 106-132	 (51.6	 mg),	 contenente	 oleaceina,	 è	 stata	 sottoposta	 ad	 una	 TLC	
preparativa	utilizzando	una	miscela	eluente	CHCl3/AcOEt	6:4.	Sono	stati	ottenuti	21.5	mg	di	
prodotto	 che,	 anche	 in	 questo	 caso,	 come	 evidenziato	 dall’1H	 NMR,	 presentavano	 delle	
impurezze.			
Le	 frazioni	 69-105	 (210.8	 mg)	 contenenti	 l'oleocantale	 e	 133-187	 (55	 mg)	 contenenti	








100:0	 1-4	 10 
9.5:0.5	 5-8	 10 
9:1	 9-12	 10 
8.5:1.5	 13-16	 10 
8:2	 17-20	 10 
7.5:2.5	 21-24	 10 
7:3	 25-36	 30 
6.5:3.5	 37-72	 60 














100:0	 1-4	 10 
7.5:2.5	 5-9	 10 
7:3	 10-15	 10 
6.5:3.5	 16-20	 10 
6:4	 21-28	 10 
	5.5:4.5	 29-35	 10 
5:5	 36-44	 10 
4.5:5.5	 45-53	 10 
4:6	 54-60	 10 
3.5:6.5	 61-67	 10 
3:7	 68-83	 20 
2.5:7.5	 84-91	 10 
2:8	 92-98	 10 
1.5:8.5	 99-105	 10 
Tabella	10:	Dettagli	della	purificazionedell’oleaceina.	Percentuali	della	fase	mobile,	volumi	utilizzati	per	ogni	
gradiente	e	frazioni	raccolte.	
Per	 quanto	 riguarda	 l’oleaceina	 questa	 cromatografia,	 non	 ha	 permesso	 l'ottenimento	 di	







































Tempi	 A	(H2O/AcOH	97.5:2.5)	 B	(ACN	/	MeOH	1:1	) 
0	 95	 5 
25	 70	 30 
25	 65	 35 
15	 30	 70 
5	 0	 100 




Le	 curve	 di	 taratura	 sono	 state	 ottenute	 da	 miscele	 di	 standard	 interno	 (acido	 4-idrossi-
fenilacetico)	e	analita	a	varie	concentrazioni.		
Sono	 state	 preparate	 le	 soluzioni	 madri	 (SM)	 di	 tirosolo	 e	 di	 idrossitirosolo	 1mg/mL	
miscelando	rispettivamente	2.34	mg	di	tirosolo	in	2	mL	di	MeOH	(SM	tirosolo)	e	2.19	mg	di	
idrossitirosolo	in	2	mL	di	MeOH	(SM	idrossitirosolo).	
Diluendo	 1	 a	 10	 le	 soluzione	 madri	 di	 tirosolo	 e	 idrossitirosolo	 da	 1	 mg/mL	 sono	 state	
preparate	le	soluzioni	di	tirosolo	e	di	idrossitirosolo	0.1mg/mL.	Una	successiva	diluizione	1	a	
10	 delle	 soluzioni	 da	 0.1	 mg/mL	 ha	 fornito	 le	 soluzioni	 di	 tirosolo	 e	 	 idrossitirosolo	 0,01	
mg/mL.		
È	 stata	 anche	 preparata	 un	 soluzione	 madre	 di	 acido	 4-idrossi-fenilacetico	 (SI)	 1	 mg/mL,	
sciogliendo	25.5	mg	di	acido	in	25	mL	di	ACN.	










1	 1:1	 50	 50	 50	 150 
2	 1:2	 25	 50	 75	 150 
3	 1:3	 20	 60	 70	 150 









5	 1:5	 25	 50	 75	 150 









7	 1:50	 25	 50	 75	 150 
















Rapporto	 Equazione	di	regressione	 Coefficiente	di	correlazione	(r2) 















Rapporto	 Equazione	di	regressione	 Coefficiente	di	correlazione	(r2) 

























1	 1:1	 50	 50	 50	 150 
2	 1:2	 25	 50	 75	 150 
3	 1:4	 20	 80	 50	 150 
4	 2:1	 50	 25	 75	 150 









6	 1:5	 50	 50	 50	 150 
7	 1:10	 25	 50	 75	 150 





























Rapporto	 Equazione	di	regressione	 Coefficiente	di	correlazione	(r2) 

















Rapporto	 Equazione	di	regressione	 Coefficiente	di	correlazione	(r2) 
Oleocantale/	SI	 y	=	0,3158x	+	0,005722	 0,9999 
Tabella	17:	Linearità	della	determinazione	dell’oleocantale	nei	campioni	di	olio	d’oliva.		
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3.2.5.	 ESTRAZIONE	 DELL'OLIO	 D'OLIVA	 E	 PREPARAZIONE	 DEI	 CAMPIONI	 PER	 L'ANALISI	
MEDIANTE	HPLC.	
A	3	g	di	olio	extravergine	di	oliva	sono	stati	aggiunti	12	mL	di	n-esano	e	15	mL	di	acetonitrile.	
La	 miscela	 è	 stata	 omogeneizzata	 usando	 il	 vortex	 per	 30	 s	 e	 l’agitatore	 rotante	 per	 45’,	
quindi	 è	 stata	 centrifugata	 a	 4100	 rpm	per	 5	minuti.	 Successivamente	 è	 stata	 prelevata	 la	
fase	acetonitrilica	con	una	pipetta	Pasteur,	raccolta	 in	un	pallone,	miscelata	con	1	mL	della	
soluzione	 di	 acido	 4-idrossifenilacetico	 in	 acetonitrile		






Sono	 stati	 analizzati	 due	 campioni	 di	 olio	 di	 origine	 toscana,	 preparati	 come	 descritto	
precedentemente,	 applicando	 l'equazione	 ottenuta	 dalle	 rette	 di	 taratura	 dei	 singoli	














Olio	toscano	1	 0.0120	 0.0039	 1.181	 0.754 
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